Effects of Reactive Oxygen Species on ATP-Induced Intracellular Ca2+ Activity in Osteoblasts by 沅뚰깭�룞 et al.
대한마취과학회지 2003; 44: 544∼554
544
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
논문접수일：2003년 1월 9일
책임저자：남순호, 서울시 서대문구 신촌동 134, 연세대학교 의과대학 마취통증의학과교실, 우편번호: 120-752
Tel: 02-361-5855, 6428, Fax: 02-312-7185, E-mail: nsh66@yumc.yonsei.ac.kr
박사학위 논문임.
활성 산소가 Adenosine Triphosphate에 의한 조골 세포내
Ca2+ 활성도 변화에 미치는 영향
연세대학교 의과대학 마취통증의과학교실, *인하대학교 의과대학 생리학교실
김진호․권태동․남순호․서창국*․홍용우
= Abstract =
Effects of Reactive Oxygen Species on ATP-Induced Intracellular
Ca2+ Activity in Osteoblasts
Jin-Ho Kim, M.D., Tae-Dong Kwon, M.D., Soon-Ho Nam, M.D.,
Chang-Kook Suh, M.D.*, and Yong-Woo Hong, M.D.
Department of Anesthesiology, College of Medicine, Yonsei University, Seoul, Korea
＊Department of Physiology and Biophysics, College of Medicine, Inha University, Incheon, Korea
  Background:  The physiological activity of osteoblsts is known to be closely related to increased 
intracellular Ca2+ activity ([Ca2+]i) in osteoblasts.  The cellular regulation of ([Ca2+]i) in osteoblasts 
is mediated by Ca2+ movements associated with Ca2+ release from intracellular Ca2+ stores, and 
transmembrane Ca2+ influx via Na+-Ca2+ exchanger, and Ca2+ ATPase.  Reactive oxygen species, 
such as H2O2, play an important role in the regulation of cellular functions, and act as signaling molecules 
or as toxins in cells.
  Methods:  Osteoblasts were isolated from the femurs and tibias of neonatal Sprague-Dawley rats, and 
cultured for 7 days.  The cultured osteoblasts were loaded with a Ca2+-sensitive fluorescent dye, Fura-2 
AM ester, and fluorescence images were monitored using a cooled CCD camera.  Ca-spike changes upon 
ATP application were checked for (1) osteoblasts in Ca2+-free and 2.5 mM CaCl2 normal Tyrode solution, 
(2) osteoblasts in which the Ca2+ of the endoplastic reticulumin had been depleted with ryanodine, 
thapsigargin ord caffein, and (3) osteoblasts pretreated with H2O2, in which the expression of IP3 receptor 
was checked by Western blotting.
  Results:  ATP increased intracellular free Ca2+ regardless of extracellular Ca2+ concentration.  When 
the intracellular Ca2+ store was depleted, the level of increased Ca2+ activity by ATP was suppressed.  H2O2 
sustained the Ca2+ increase induced by ATP.  The expression of IP3 receptor was enhanced by H2O2.
  Conclusions:  H2O2 modulates intracellular Ca2+ activity in osteoblasts by increasing Ca2+ release 
from the intracellular Ca2+ stores.  (Korean J Anesthesiol 2003; 44: 544∼554)
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서      론
  Adenosine triphosphate (ATP)는 세포 밖의 신호 전
달 물질로 세포표면에 있는 수용체와 결합하여, 기
도 섬모 세포, 신경 세포, 평활근 세포, 비만 세포, 도
세포종 세포, 연골 세포, 파골 세포,1) 조골 세포2) 및 
조골 세포계와3) 같이 흥분성 세포 및 비흥분성 세포
에서 세포 내 Ca2+ 활성도의 증가 및 신경 전달물
질의 이동, 분비 촉진, 세포증식의 조절 및 세포의 
죽음 등 인체내의 다양한 기능에 관여한다고 알려져 
있다. 골 조직은 조골 세포, 골 세포, 파골 세포 및 
세포 외 기질로 구성되어 있으며, 물리적인 자극이 
가해지면, 조골 세포 내 Ca2+, inositol 1,4,5-triphosphte 
(IP3), prostaglandin E2, cAMP 농도 등을 증가시킴으
로써 일련의 신호 전달 과정을 통해서 골 세포를 증
식시킨다.4) ATP는 외상이나 감염 등에 의해 손상받
은 세포에서 분비되며 응집된 혈소판의 과립으로 부
터도 분비된다. ATP 수용체는 작용물질인 adenosine 
혹은 adenine과의 친화도에 따라 P1수용체와 P2수용
체로 구분된다.5) 조골세포의 경우는 P2 수용체로 발
현되며,6) 이 P2 수용체에는 ligand-gated 이온 통로인 
metabotropic P2X 수용체와 G-protein 이 관련된 이온 
통로인 metabotropic P2Y 수용체가 존재한다고 밣혀
졌다.7) P2X 수용체에 nucleotide가 결합하여, 세포막 
전위를 탈분극시켜 이온 통로를 통한 Ca2+의 유입
을 유발시키며,8) P2Y 수용체에 의해 phospholipase C
β가 활성화 되면, IP3와 diacylglycerol가 세포막으로
부터 세포 내로 확산되어 IP3수용체가 존재하는 세
포 내 저장소인 내형질세망이나 근형질세망으로부터 
Ca2+이 유리되어 세포 내 Ca2+을 증가시키는 것으로 
알려져 있다. 세포 내 Ca2+신호는 세포 내 Ca2+ 저
장소로부터의 유리 및 세포막에 존재하는 Ca2+ 유
입으로 형성된다. 조골 세포와 같은 비흥분성의 세포
의 경우, 세포의 외부로부터의 Ca2+유입보다는 세포 
내 Ca2+ 저장소로부터 유리되는 Ca2+이 Ca2+신호를 
발생시키며, 저장소로부터의 Ca2+의 유리는 저장소 
막에 존재하는 IP3 수용체와 ryanodine 수용체에 의
해 이루어진다. 최근에는 ATP는 간극 결합(gap junc-
tion)과 함께 조골세포에서 세포 내 Ca2+ 조절과 세
포간 신호 전달에 관여한다고 발표되었다.9) 활성 산
소의 일종인 H2O2는 조골 세포의 early growth res-
ponse-1유전자 발현을 유도하는 transforming growth 
factor-β매개체로 작용한다고 보고되었다.10) 활성산
소는 생체 내 여러 세포 및 조직들에 손상을 주는 
산화침습 작용 및 항 종양제로서 면역 기능작용, 세
포막을 통한 이온 이동 현상에도 신호전달의 역할을 
한다.11) 또한 세포막 및 근형질내세망의 Ca2+-pump,12) 
근형질내세망으로의 Ca2+ 유리기전의 활성도를 조절한
다고 보고되었다.13) 그러나 ATP가 조골 세포 내 Ca2+ 
활성도에 미치는 영향에 관한 연구는 세포 간극 결
합 내지 골절 후 치유 과정에 국한되어 있으며, 활
성산소의 역할에 대한 연구는 심근, 골격근 및 간세
포에서 많이 이루어진 반면,14) 체내에서 Ca2+을 가
장 많이 함유한 골 조직 내에서의 Ca2+ 활성도를 조절
하는 기전은 연구되어 있지 않으며, 쥐에서 1차 배
양한 단위 조골 세포에서의 ATP의 역할 및 ATP에 
의한 세포 내 Ca2+ 활성도 변화에 미치는 H2O2의 영향
에 대해서 알려져 있지 않다. 따라서 본 연구에서는 
신생아 쥐의 경골과 대퇴골에서 분리된 조골 세포에 
ATP가 미치는 [Ca2+]i 변화와 H2O2의 역할을 조사하
기 위해 조골 세포의 [Ca2+]i 변화를 Ca2+-imaging 기법
을 통해 실시간으로 측정하고, 분자 생물학적 방법
으로 세포 내 Ca2+ 활성도 변화에 미치는 H2O2의 
작용기전을 규명하고자 하였다.
대상 및 방법
  생후 일주일 이하의 흰쥐(Sprague-Dawley rat)를 암
수 구별 없이 1회에 10마리에서 대퇴골과 경골을 적
출하여 Ca2+ 및 Mg2+-free phosphate buffered saline 
(PBS)에 여러번 세척한 후 미세한 골편으로, 이 골
편들을 15 ml의 분해 용액(0.137% collagenase type I 
(Sigma USA), 0.05% trypsin type III, 0.8% NaCl, 0.02% 
KCl, 0.05% NaH2PO4․H2O)이 함유된 병에 옮긴 후 
실온에서 90분간 반응시킨 1차 세포 부유액과 동일
한 과정을 거친 2차 세포 부유액을 제거하였다. 남
아있는 침전물에 다시 15 ml의 분해 용액을 넣어 약 
60분간 분해시켜 상층 부유액을 회수하였으며, 이 
과정을 2회 반복하였다. 위 방법으로 얻어진 상층액
에 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 20 ml
를 가하고 혼합한 후 1500 × g로 10분간 원심분리
하여 세포 침전물을 얻었다. 이 침전물을 10% 우태
아 혈청이 함유된 DMEM 용액에 부유시키고 trypan 
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blue dye exclusion test로 살아있는 세포 수를 세어 
세포수가 5 × 105/ml되게 조정하였으며, 여기에 peni-
cillin (100 unit/ml), streptomycin (100 unit/ml)을 첨가
한 후 조직 배양 플라스크에 5 ml씩 분주하여 37oC, 
95% O2, 5% CO2 배양기에서 1주일간 배양하였다. 배
양된 조골 세포를 분리하기위해 플라스크내 DMEM
을 제거하고 PBS로 세척한 후 그 용액을 제거하였
다. 그 후 2-3 ml의 trypsin-EDTA (Gibco, USA)를 
넣고 37oC에서 5분간 배양하여 조골 세포를 분리시
킨 후, 분리된 골아 세포에 10% 우태아 혈청이 포
함된 DMEM을 넣어 1200 × g로 5분간 원심 분리
시켜 상층액을 제거하였다. 상층액이 제거된 조골 세
포를 140 mM Na+, 2.5 mM Ca2+, 5 mM K+가 함
유 된 정상 Tyrode 용액으로 1200 × g에서 2분간 
원심분리시켜 세척한 후, 4oC 정상 Tyrode용액에 넣
어 세포 부유액 상태로 보관하였다. 세포 내에 Ca2+ 
감성제 형광 염료인 Fura-2를 주입하기 위해, 배양 
후 분리시켜 정상 Tyrode 용액에 보관중인 조골 세
포를 5μm Fura-2 AM ester (Molecular Probe, USA)
와 2μm cremophor (Sigma, USA)가 포함된 정상 
Tyrode 용액에 넣고 37oC에 서 30분 동안 배양하였
다. 배양 후 1200 × g로 2분간 원심분리시켜 상층
액에 제거한 후, 다시 정상 Tyrode용액에 보관하여 
실험에 사용하였다. 본 실험에서는 polycarboxylate ani-
on group을 가지고 있어 세포 내 유입이 어려운 Fura-2
대신 acetoxymethyl ester가 붙어있는 Fura-2 AM ester
를 Ca2+ 감성제로 이용하였다. AM ester는 Fura-2의 
음전화를 중화하여 이중 지질 막에 대한 투과도를 
높이지만, 세포 내에서 Ca2+과 반응하는 Carboxylate 
group을 방해하기 때문에 세포 내 esterase에 의해 쉽
게 제거된다. Fura-2 AM ester의 세포 내 주입을 쉽
게 하기 위해 cremophor를 Fura-2 AM ester와 섞어 
미포를 형성하여 사용하였다. Fura-2가 주입된 골아 
세포 부유액 200μl을 형광도립 현미경실험대 위에 
chamber에 올린 후 유리판을 덮고 5분간 방치하여 
고정시켰다. 그리고 140 mM Na+, 2.5 mM Ca2+, 5 
mM K+ 정상 Tyrode 용액을 관류시켜 위에 떠있는 
조골 세포를 흘려 보낸 후 각 실험용액을 관류시키
면서, Xenon UV lamp로 조성된 빛을 filter changer 
(Sutter, USA)에 정착된 340 nm와 380 nm filter (band 
width = 10 nm)를 통해 10초 간격으로 번갈아 여과
시켜 300 msec 동안 세포에 조사하였다. 이때 발생
하는 형광 영상을 510 nm로 여과한 후 CCD digital 
camera (Photometrics PXL37, USA)로 수집하였다(Fig. 
1, 2). Filter changer와 CCD digital camera의 제어 및 
영상자료 처리를 위해 PC에 설치된 Axon Imaging 
Workbench 소프트웨어 Version 2.0 (Axon Instruments, 
USA)을 이용하였다. 위 방법에 의해 수집된 영상 
자료로부터 세포 내의 Ca2+ 농도는 380 nm대 340 
nm에 의한 형광 비율(R340/380)로 표시하였다. 본 
실험에 사용된 용액은 Table 1에 나타내었다. 이어서 
IP3 수용체 단백질을 다음과 같은 방법으로 추출하
였다. 조골 세포를 75 cm3 세포배양기에 80% 자라
게 한 뒤 H2O2에 5분, 10분, 20분 노출시킨 후 단백
질 분해 효소 억제제 및 0.53 mM EDTA가 포함된 
PBS (4oC 보관)로 두 세 번 세척하였다. 동일한 용
액에 세포를 모두 모았으며, 2-4oC를 유지하여 보
관하였다. 분리한 조골 세포를 5분간 500 × g로 원심 
분리하고 상층을 제거하였으며, 세포 용해 완충액 2 
ml에 넣어 액체 질소에서 freezing-thawing을 두 번 
반복하여 세포를 용해시켰다. 용해된 세포는 50 mM 
Tris/HCl (pH 7.5), 2 mM EDTA (ethylendiamine- tetra-
acetic acid), 10 mM EDTA, 5 mM DTT (dithiothre-
Fig. 1. A block diagram of Ca2+ imaging system. Light 
from Xenon lamp is filtered through filter changer and 
divided into light with wavelength of 340 nm and of 380 
nm. Osteoblast on the inverted microscope is exposed by 
these lights alternatively. After then, fluorescence from 
osteoblast is filtered by the light with wavelength of 510 
nm through dichroic mirror and is collected as fluorescent 
images by digital camera.
Xenon lamp
Digital camera
(Photometrics
PXL-37)
Inverted microscope
(Nikon Diaphot 300)
CLC
Filter changer
wheel (Sutter
Lambda 10-2)
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itol), 250 mM sucrose 및 단백질 분해효소 억제제 
[protease inhibitors (0.5 g/ml leupeptin, 5 g/ml pep-
statin, 1 mM PMSF (phenylmethysulfonny fluoride), 1 
mM benzamidine, 2 mM iodoacetamide, 1 g/ml apro-
tintin)]가 포함된 용액에 넣어서 동질 분쇄기로 50회 
분쇄하였다. 세포 균질액은 다시 10,000 × g로 15분
간 원심분리하고, 이때 상층액을 모아서 10,000 × g 
로 90분간 원심분리하여, 상층액을 제거한 후 동일 
용액에 넣어서 -70oC에 보관하였다. 단백질 농도는 
Lowry method로 측정하였다. 조골 세포로부터 추출
된 균질액을 다시 녹여 2-4oC로 유지하고, SDS용
액 [SDS loading buffer (100 mM tris-HCl, pH 6.8, 
200 mM DTT, 4% SDS [electrophoresis grade], 0.2% 
bromophenol blue, 20% glycerol)]을 첨가한 뒤 100oC
Table 1. Composition of Solutions Used in Calcium Imaging
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Solutions NaCl CaCl2 KCl MgCl2 NaH2PO4 HEPES Glucose EGTA
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Normal Tyrode 140 2 4 1 1 5 5.5  0
0 Ca 140 0 4 1 1 5 5.5  0
0 Ca / EGTA 140 0 4 1 1 5 5.5  1
Culture Medium Dulbecco's Modified Eagle Medium
Ca2+-sensitive dye Normal Tyrode solution + 0.5μM Fura-2, AM
  loading solution + 0.02% Cremophor EL
ER Ca2+-ATPase 1μM Thapsigargin
  blocker 5 mM Caffeine
ER Ca2+ release 1μM Ryanodine
  channel agonist
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
EGTA: ethylenglycol-bis-[β-aminoethyl ether] N, N, N', N'-tetraacetic acid), HEPES: N-[2-hydroxyethyl]piperazine- 
N'[2-ethanosulfonic acid], ER: endoplasmic reticulum.
Fig. 2. Calcium imaging of osteoblasts. (A) 20 consecutive ratio images of Fura-2 loaded rat osteoblasts (ROS) are 
shown. The scale bar on the right represents pseudo coloring based on the ratio value. In this particular view, five different 
ROSs can be observed. At t = 50, the extracellular [Na+] was lowered from 140 mM to 0 mM. The three circles in 
the first image represent three zones within which the ratio is averaged at each frame. (B) The average ratios of the 
three zones are plotted as a function of time.
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에 10분간 방치하였다. 조골 세포의 단백질 균질액
은 SDS/PAGE [8-16% gradient gel]에서 125 V의 전
압으로 3시간 전기영동 한 후 PVDF membrane으로 
25 V의 전압으로 3시간 동안 전사하였다. 1차 항체
[rabbit anti-mouse anti-IP3 receptor polyclonal antibody 
(calbiocam)]로 처리한 후 peroxidase가 결합된 2차 항
체[horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG 
(Transduction laboratory)]로 다시 반응을 시킨 후 
enhanced chemiluminescence (ECL; Amersham interna-
tional)로 발색하여 X-ray film으로 현상하였다. 두 군간
의 비교는 paired Student's t-test로 하였으며 모든 수
치는 mean ± SEM 으로 표시하였다. P 값이 0.05미만
인 경우를 통계적으로 의의 있는 것으로 간주하였다.
결      과
  ATP가 조골 세포 내 Ca2+ 활성도에 미치는 영향
을 조사하기 위해 세포 밖의 Ca2+ 농도를 2.5 mM 
Ca2+ 정상 Tyrode용액으로 조절하고, 1 mM 농도의 
ATP를 주입하여 R340/380의 변화를 측정하였다. 
R340/380은 세포 밖 용액을 2.5 mM Ca2+ 정상 Tyrode 
용액으로 하고 1 mM ATP를 주입하였을 때 R340/380 
값이 0.76 ± 0.02에서 1.23 ± 0.02로 급격히 증가하
는 spike형의 변화 후 안정상태로 회복되는 양상을 
보이는 세포 및 spike형의 변화 후 반복적인 적은 Ca2+
-spike가 형성되는 세포를 관찰할 수 있었다(Fig. 
3A). 56개의 세포 중 39%인 22세포에서 1 mM ATP
에 반응하였다. ATP에 의한 조골 세포 내 [Ca2+]i변
화의 세포 밖 Ca2+ 농도 의존성을 알아보기위해 2.5 
mM Ca2+ 정상 Tyrode용액을 처치한 후 0 mM Ca2+ 
Tyrode 용액을 관류시켜 [Ca2+]i의 변화를 측정하였
다. 관류 용액의 Ca2+농도가 2.5 mMjcnt 0 mM 감소
되었을 때 조골 세포의 [Ca2+]i는 약간 감소하였으며, 1 
mM ATP를 주입하였을 때 R340/380이 급격히 증가
하는 spike양상을 보였다(Fig. 3B). 세포 밖 Ca2+-free
상태를 유지하기 위한 Ca2+ buffer로 1 mM EGTA를 
주입한 후 1 mM ATP를 주입하였을 때도 역시 R340/ 
380이 급격히 증가하는 spike양상을 보였다(Fig. 3C). 
이러한 결과는 ATP 투여시 세포 내 Ca2+이 급격하
게 증가하며, 또한 세포 밖의 Ca2+의존성이 없음을 
간접적으로 알 수 있다.
  ATP에 의한 조골 세포 내 Ca2+ 활성도의 Ca2+의
존성을 알아보고자, 세포 밖의 Ca2+ 농도를 2.5 mM 
Ca2+정상 Tyrode 용액으로 조절하고, 3분 간격으로 
1 mM ATP를 주입하였다. 그 결과 처음 ATP를 처
치하여 형성된 Ca2+-spike의 크기 1.66 ± 0.22에 비
해 두 번째 및 세 번째의 spike의 크기는 1.17 ± 
Fig. 3. (A) Effects of ATP on intracellular Ca2+ of 
primary cultured osteoblasts in normal Tyrode solution. 
Black bar indicate superfused with 1 mM ATP. (B) 
Effects of ATP on intracellular Ca2+ of primary cultured 
osteoblasts in Ca2+-free Tyrode solution. To examine Ca2+ 
source, Ca2+-free Tyrode solution condition was made by 
1 mM ATP. (C) Effects of ATP on intracellular Ca2+ of 
primary cultured osteoblasts in Ca2+-free state, EGTA. To 
maintain extracellular Ca2+-free state, EGTA as Ca2+ 
buffer was made by 1 mM ATP.
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0.12 및 1.10 ± 0.15로 각각 대조군의 70%, 66%로 
작게 형성되었다(Fig. 4A, B). 세포 밖의 Ca2+농도를 
0 mM Ca2+ 정상 Tyrode용액으로 조절하고, 3분 간
격으로 반복해서 1 mM ATP를 처치한 결과 Fig. 4A
의 경우와 마찬가지로 두 번째 및 세 번째 spike의 
크기가 첫 번째 보다는 작은 spike가 형성되었다(Fig. 
4C). 관류 용액의 Ca2+농도를 2.5 mM에서 0 mM로 
감소시키고 1 mM ATP를 처치한 이 실험의 결과는 
Fig. 4. (A) Dependency of the ATP induced Ca2+-spike 
generation in extracellular normal Tyrode solution. 
Normal Tyrode solution (2.5 mM [Ca2+]e) was superfused 
with 1 mM ATP every 3 min period. *: P ＜ 0.05 
compared to first spike. (B) Comparison of the ATP 
induced Ca2+-spike generation in normal Tyrode solution. 
*: P ＜ 0.05 compared to first spike. Values are mean±
SEM. (C) Dependency of the ATP induced Ca2+-spike 
generation in extracellular Ca2+-free condition. 1 mM 
ATP was added to the Ca2+-free solution every 3 min.
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Fig. 5. (A) Dependency of the ATP induced Ca2+-spike 
generation after depletion of Ca2+ in endoplasmic 
reticulum with normal Tyrode solution. To deplete [Ca2+]i 
stores, 1μM ryanodine (Ry), 1 μM thapsigargin (Tg) and 
5 mM caffeine (Caf) were added to the normal Tyrode 
solution. (B) Dependency of the ATP induced Ca2+-spike 
generation after depletion of Ca2+ in endoplasmic reticulum 
with Ca2+-free Tyrode solution. To deplete [Ca2+]i stores, 
1μM ryanodine (Ry), 1μM thapsigargin (Tg) and 5 mM 
caffeine (Caf) were added to the Ca2+-free Tyrode 
solution. (C) Comparison of the ATP induced Ca2+-spike 
generation after depletion of Ca2+ in endoplasmic 
reticulum with normal and Ca+-free Tyrode solution . *: 
P ＜ 0.05 compared to 0 mM [Ca2+]e in first spike. 
Values are mean ± SEM.
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ATP에 의한 조골 세포의 [Ca2+]i변화가 세포 밖 Ca 
의존성이 적다는 것을 의미하며, Ca2+저장고에 Ca2+ 
저장이 완전히 이루어지지 않음을 의미한다.
  ATP에 의한 조골 세포내 [Ca2+]i변화가 Ca2+ 저장
소를 통한 Ca2+ 유리 때문인가를 알아보기 위해 Fura- 
2가 주입된 조골 세포에 2.5 mM Ca2+정상 Tyrode용
액으로 관류시킨 상태에서 1 mM ATP를 주입하여 
R340/380의 급격한 증가를 확인한 후 1μM ryanodine, 
1μM thapsigargin, 5 mM caffeine 등으로 처치하여 
내형질세망을 고갈시킨 상태에서 1 mM ATP를 주입
하였을 때 R340/380의 크기는 크게 감소하였다(Fig. 
5A). 2.5 mM Ca2+ 정상 Tyrode 용액에 1 mM ATP
를 주입하여 R340/380의 급격한 증가를 확인하고 
0 mM Ca2+ Tyrode 용액으로 교체 후 1 uM ryanodine, 
1 uM thapsigargin, 5 mM caffeine 등을 처치하여 내
형질세망을 고갈시키고, 1 mM ATP를 주입하여 조
골 세포 내 Ca2+활성도를 관찰한 결과 R340/380의 
크기 역시 크게 감소하였다(Fig. 5B). Fig. 5A 및 5B
에서 나타나는 ATP에 의한 response를 비교한 결과 
store depletion 및 두 번째 spike시의 R340/380는 2.5 
mM Ca2+ Tyrode 용액과 0 mM Ca2+ Tyrode 용액의 
경우가 비슷하였으나, 첫 번째 spike의 R340/380는 
2.5 mM Ca2+ Tyrode 용액인 경우가 0 mM Ca2+ Ty-
rode 용액의 경우보다 의의있게 높았다(Fig. 5C, Table 
2). 이상의 결과는 ATP가 조골 세포의 Ca2+저장소로
부터 Ca2+을 유리시키는 것을 의미한다.
  활성산소가 ATP에 의한 조골 세포의 [Ca2+]i-spike
에 미치는 영향을 알아보기 위해, 1 mM ATP를 주
입하기 전에 0.5 mM H2O2로 5분간 전 처리하여 조
골 세포의 [Ca2+]i 변화를 조사하고자 세포 내 Ca2+
을 고갈시킨 상태에서 1 mM ATP를 처치하여 두 인
자의 효과를 관찰하였다(Fig. 6) 세포 내 Ca2+저장소
를 고갈시키면서 동시에 0.5 mM H2O2를 처치하고 5
분 경과 후 1 mM ATP를 처치한 결과 Ca2+-spike의 
형성은 관찰되었으나 안정 상태로 회복하지 못하였
으며, 또한 Ca2+-spike의 형성이 억제되었다. 이는 
ATP와 H2O2가 세포내 Ca2+활성도를 증가시켜 H2O2
로 인하여 Ca2+제거가 이루어지지 않음을 의미한다. 
또한 Ca2+-spike 형성의 억제는 세포 내 내형질세망
으로부터 Ca2+ 유리를 억제시킨다기보다는 세포막
에 영향을 주어 ATP 수용체 및 세포막 단백질에 영
향을 미친다는 것을 의미한다. 조골 세포 내 Ca2+유
리에 관여하는 IP3 수용체의 단백질 발현을 알아보
기 위하여 western blot을 시행하였다(Fig. 7). 대조군
의 측정 후 H2O2를 5, 10, 20분씩 전 처리한 후 조
골 세포를 세포배양기에서 분리하여 단백질을 추출
하였다. 세포 내 저장소로부터 Ca2+을 유리하는 IP3
수용체의 발현정도 및 IP3 수용체에 H2O2가 미치는 
Table 2. Dependency on Extracellular Ca2+
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Response to ATP Basal response R340/380 1st spike R340/380 Store depletion R340/380 2nd spike R340/380
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Ca2+-spikes
0.85 ± 0.04 1.43 ± 0.17* 0.72 ± 0.02 0.80 ± 0.02 [Ca2+]e = 2.5 mM
Ca2+-spikes
0.85 ± 0.01 1.00 ± 0.01 0.73 ± 0.01 0.69 ± 0.00 [Ca2+]e = 0 mM
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Values are mean ± SEM. *P ＜ 0.05 compared to 0 mM [Ca2+]e in first spike. 
Fig. 6. Effects of H2O2 on ATP responses in osteoblast. 
To deplete intracellular Ca2+ store, Ca2+-free solution was 
superfused with 1μM ryanodine (Ry), 1μM thapsigargin 
(Tg), 5 mM caffeine (Caf) and 5 mM H2O2 and then 1 
mM ATP was superfused after 5 min.
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영향은 H2O2를 5분 및 10분간 처치하였을 때 증가
하였고, 20분간 처치한 군에서는 급격히 감소하였다. 
260 kDa의 크기에서 발색을 확인하였으며, H2O2를 
처리한 군에서 IP3 수용체의 발현이 증가함을 관찰
하였다(Fig. 7) 이는 H2O2에 의해서 IP3 수용체가 활
성화됨을 의미한다.
고      찰
  골 조직은 다른 조직과는 달리 상당한 내구성과 
탄력성을 지닌 역동적인 기관으로, 골에 가해지는 
기계적 자극에 의해 골 세포 내 Ca, IP3, cAMP등의 
농도가 증가되면서 일련의 생화학적 반응을 유발한
다.4,15,16) 특히 Ca2+은 세포내에서 여러 가지 생화학
적 반응들을 유도하여 세포의 기능을 변화시키는 2
차 매개체로서 다양한 경로 및 기전을 통해 세포막
을 경계로 이동함으로서 [Ca2+]i의 변화를 유발한다. 
세포질 내로의 Ca2+이동은 세포막에 존재하는 Ca2+
이온통로를 포함한 Ca2+유입통로와 IP3수용체와 ryano-
dine수요체 등 세포 내 Ca2+유리통로를 통해 이루어
진다. 또한 저장소내의 Ca2+이 유리되어 세포 내 저
장소가 고갈되면 세포 밖의 Ca2+이 유입되는 store 
operated calcium influx (SOCI)와 같은 복합적으로 발
생하는 것으로 알려져 있다.17-20) 특히, 세포 내 저장
소에서의 Ca2+유리 작용 기전은 세포 밖에 존재하
는 신경전달물질, 호르몬 및 물리적인 자극 등에 의
해서 유발된다고 알려진 이후 IP3 가 외부 자극에 
의해서 발생하는 Ca2+ 유리의 매개체로 이용된다고 
보고되었다.21,22) 골 조직에서 ATP의 작용기전이 존
재한다는 보고는 골절 후 치유과정 및 조골세포 간
극을 통하여 신호가 전달되어 주변 세포에 나타나는 
변화에 관한 연구를 통해 밣혀졌다.9,23) 골 조직 주
위의 물리적 환경은 골절 생성 및 구조에 중요한 요
소이며, 이러한 물리적인 자극이 제거되면 골형성률 
및 골 기질 단백질 생성률이 저하된다. 즉 효과적인 
골 재형성에는 조골 세포가 전달 물질 및 직접적인 
신호 전달을 통하여 유기적인 골 기질의 침착이 필
요하다. ATP분비로 조골 세포들의 P2수용체가 활성
화되면 PLC는 세포막에 존재하는 Inositol-4, 5-bispho-
phate (PIP2I)를 DAG와 IP3로 분해시키며, IP3는 세포 
내 Ca2+저장소 막에 IP3 수용체와 결합하여 Ca2+저
장소로부터 세포 내로 Ca2+을 유리한다.24,25) 이러한 
연구 결과는 조골 세포에서 IP3수용체를 통한 Ca2+
이동 기전이 정상적인 골 조직의 유지 및 골절 후 
치유과정에 중요한 역할을 담당하고 있음을 제시하
였다. ATP는 다양한 생물학적인 영향을 주는 세포 
밖 전달물질로 세포막에 존재하는 ATP 수용체와 결
합하여 그 기능을 수행한다.3,26) 이러한 ATP의 연구
는 그간 수용체, extoenzyme 등에 의해 분해, 세포 
밖으로 분비기전 등으로 나뉘어져 연구되어 왔다. 
세포 밖 nucleotide는 세포의 융해, nucleotide가 농축
되어 있는 포상의 세포 외 유출, 세포막 단백질에 
의한 유출 등을 통해 세포 외액에 존재하며 paracrine 
및 autocrine 전달 물질의 역할을 한다. 이러한 ATP
는 중추 신경계 및 말초 신경계에서 catecholamine 
및 acetylcholine 등과 같은 신경 전달 물질과 동일한 
국소 부위에 분비되며, 부신 수질의 크롬친화성 포
상의 경우, ATP의 농도가 안정 시 3-5 mM에서 외
Fig. 7. The localization of IP3 receptor in primary cultured 
osteoblasts and the effects of H2O2 on IP3 receptor in 
osteoblasts. Western blot of protein from control and cells 
exposed to 0.5 mM H2O2 for 5, 10, 20 min, respectively. 
Bands were stained with rabbit anti-mouse IP3R antibodies 
and were developed with ECL (enhanced chemiluminesence) 
by using horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit 
IGg and ECL. Each lane was loaded with 84μg total 
protein. The result shows that IP3R was expressed about 
260 kDa and the expression of IP3R was increased in cells 
exposed to 0.5 mM H2O2 for 5 or 10 min.
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부 자극 시 100 mM로 증가하며, 응집된 혈소판의 
과립으로부터 분비되는 ATP의 농도는 1M까지 증가
하는 것으로 알려져 있다.27) 또한 ATP는 전단응력, 
신장, 삼투압 팽창, 세포 배양액의 교환 등 기계적인 
자극으로도 분비된다. 혈류의 변화는 혈관 내피 세
포로부터 ATP를 분비하며, 골 조직에서 골절 후 치
유 과정은 손상 입은 세포로부터 ATP가 분비되어 
골 조직 내 조골 세포의 여러 기능에 관여함이 알려
져 있다. 소포 밖의 영향으로 분비된 ATP는 세포막
의 P2Y 수용체에 결합하여 세포 내에 신호를 전달
하게 된다. 그러므로 본 연구에서는 ATP가 조골세
포 내 Ca2+활성도에 미치는 영향을 조사하기 위해 
조골세포의 [Ca2+]i의 변화를 Ca2+ 영상기법을 통하
여 단위 세포에서 ATP와 [Ca2+]i의 반응을 조 사하
고자 하였다.
  첫째, 세포 외 ATP가 조골 세포의 [Ca2+]i에 미치
는 영향을 측정하고 또한 [Ca2+]i 변화를 조사하였다
(Fig. 3A). ATP는 세포 외 2.5 mM Ca2+농도에서 조
골세포의 [Ca2+]i의 변화를 증대시켰는데 이는 ATP
가 세포 내 Ca2+이동에 영향을 주고 있음을 의미한
다. 즉 세포 외에 1 mM ATP를 주입하면 [Ca2+]i이 
평형상태에서 급격히 증가하는 상태에 도달하게 되
고, 이미 알려진 대로 Na-Ca2+ 교환 이동 및 Ca2+ 
pump 등에 의해 [Ca2+]i은 빠르게 세포 밖으로 제거
되어 Ca2+ wave를 형성한다고 할 수 있다. 이 때 세
포 밖의 Ca2++농도를 0 mM로 하여도 [Ca2+]i의 증
가를 확인할 수 있다(Fig. 3B, C).
  둘째, 세포 외 1 mM ATP의 주입을 3분 간격으로 
주어 조골 세포의 [Ca2+]i에 대한 영향을 조사하고, 
세포 외 Ca2+을 제거하여 유발되는 Ca2+-spike를 관
찰하였다(Fig. 4A, B). 이는 Ca2+-spike가 세포 내에
서 유리되는 Ca2+에 의해 유발되므로 ATP에 의해 
세포 내에서 Ca2+유리가 처음보다 두 번째, 세 번째 
주입하였을 때 Ca2+-spike 크기가 작게 형성되어 세
포 외 Ca2+ 농도와 무관함을 관찰하였다.
  셋째, 세포 내 Ca2+을 고갈시키고자 1μM ryano-
dine, 1μM thapsigargin, 5 mM caffeine으로 처리한 
후 mM ATP를 처치하여 조골 세포의 [Ca2+]i변화를 
측정하였다(Fig. 5A, B). 세포 외에 1 mM ATP를 주
입하면 [Ca2+]i이 평형상태에서 급격히 증가하는 상
태에 도달하게 됨을 관찰 할 수 있었다. 이것은 세
포 밖으로부터가 아니라 세포 내에서 유리됨을 의미
한다고 할 수 있다.
  이상의 결과는 다른 연구 결과와24,28) 동일한 결과
로 ATP가 세포 내 Ca2+저장소로부터 Ca2+유리하는 
생리학적인 작용 물질임을 나타내는 것이라 하겠다. 
또한 ATP가 조골 세포의 Ca2+활성도에 미치는 생리
학적 영향은 조골세포에 가해지는 기계적인 자극과 
더불어 골 형성 및 골 재형성을 촉진하는 인자로 알
려져 있다. 활성산소가 세포나 조직에 손상을 유발
되는 현상을 산화-침습이라 하며,29) 체내에서는 이러
한 산화-침습에 대항하는 superoxide dismutase, gluta-
thione peroxidase를 포함한 효소들과 α-tocopherol, 
ascorbic acid와 같은 항산화제가 존재하여 활성산소
의 중화를 담당하는 방어 기전을 갖고 있다.30) 활성
산소가 세포나 조직에 손상을 주는 것과는 달리, 생
체의 여러 세포들의 기능을 조절하는 세포 내 신호 
전달 물질로서 최근 연구가 진행되고 있다.31) 거대
세포나 호중구에 의해 생성된 NO를 포함한 활성질
소와 할성산소는 생체 조직에 다량 존재하는 박테리
아나 바이러스에 대항하는 항종양제로서 면역기능을 
수행하는 것으로 보고되었다.32,33) 또한 cytokines, 
growth factors의 분비 및 활성도에도 영향을 미치
며34,35) hypoxia-inducible factor 1의 DNA 결합기능과 
유전자 발현에 관여하기도 하며36) 신경 세포의 apo-
ptosis현상 신호 체계로 작용하기도 하는 것으로 알
려져 있다.37,38) 또한 H2O2는 골아 세포의 early 
growth response-1 유전자 발현을 유도하는 transforming 
growth factor-β의 매개체로 작용한다고 보고되었
다.10) 활성산소는 세포막을 통한 이온 이동 현상에
서 신호전달 역할을 한다.11) 활성산소는 세포막 및 
근형질내세망의 Ca2+-ATPase의 활성도를 억제하며12) 
근형질세망의 Ca2+유리기전을 변조시켜 근형질세망
으로부터 Ca2+ 유리를 증가시키고13) 또한 세포막의 
Na+-Ca2+교환 이동에 의한 Ca2+ 유입을 증가시키는 
것으로 보고되었다.39) 그러므로 본 연구에서는 H2O2
가 ATP에 의한 조골세포의 [Ca2+]i활성도에 미치는 
영향을 알아보고자 1 mM ATP를 주입하기 전에 0.5 
mM H2O2로 5분간 전 처치하여 조골세포의 [Ca2+]i
변화를 조사하고자 세포 내 Ca2+이 고갈된 후 1 
mM ATP를 처치하여 두 인자의 효과를 관찰하였다
(Fig. 6). 세포 내 Ca2+저장소를 고갈시키면서 동시에 
0.5 mM H2O2를 처치하고 5분간 경과 후 1 mM ATP 
처치한 결과 Ca2+-spike의 형성은 관찰되었으나 안정
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상태로 회복하지 못하였다. 이는 ATP와 H2O2의 영
향으로 세포 내 Ca2+이 지속적으로 유지되어 세포 
내 활성도를 증가시키고 H2O2로 인하여 Ca2+제거가 
이루어지지않음을 의미하는 것이라 하겠다. 위의 결
과와 같이 Ca2+유리가 IP3수용체를 통하여 이루어짐
을 관찰하고 IP3 수용체의 발현을 알아보기 위해 세
포의 단백질을 추출하여 IP3 수용체의 발현을 확인
한 결과 260 kDa에서 관찰되었다(Fig. 7). 이러한 결
과는 다른 세포와 동일한 크기의 IP3 수용체의 발현
을 뜻하며 H2O2에 의해서 IP3 수용체의 발혀이 증가
함은 세포의 Ca2+ 활성도를 증가시킴을 의미한다.
  이상의 연구 결과는 조골 세포의 세포 내 Ca2+ 
활성도 조절에 ATP가 생리학적으로 중요한 역할을 
하고 있는 실험적 근거를 제시함과 더불어 분자생물
학적 실험을 통한 IP3 수용체 단백질의 존재와 H2O2
에 의한 발현 증가를 확인함으로써 조골 세포의 생
리적 기능과 Ca2+ 활성도에 대한 이해를 증진할 수 
있으리라 생각된다.
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